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論文内容の要旨 
背景 
哺乳類の大脳皮質は層構造をなしており、各層の細胞が細胞種固有の様式で他の層や領
域の細胞と結合し、入力信号の統合、伝搬、拡散を行うネットワークを構築している。経
路の一例として、視床から 4層へ入力し、微小領域内の 2/3層、5層に伝搬され、2/3層が
他の皮質領域へ、また 5層から皮質下領域へ伝搬されることが知られており、5層は皮質か
ら他の脳領域への出力層と考えられている。また視覚野等で刺激の特徴に対して同様の指
向性を示す細胞が垂直に並ぶカラム構造も報告されているが、このような皮質の機能構築
やそのメカニズムには不明な点が多く、生体内皮質深層での信号統合の研究は技術的に困
難であった。本研究では、生体内において起こる感覚入力の処理に関わる皮質神経回路の
機能構築を解明することを目的とし、皮
質の任意の部位を刺激しつつ層横断的
にニューロン応答を計測するオール光
システムを開発し、刺激に対する応答の
解析を行った。 
 
方法 
 野生型マウス(C57BL/6)の第 1次体性
感覚野に AAV を用いてチャネルロドプ
シン (C1V1)とカルシウムセンサー
(R-CaMP2)を発現させ、皮質に挿入されたマイクロプリズムを介して、5層の 2光子励起顕
微鏡イメージングを行った。また、青色 LED光を視野に結像する対物レンズ照射システム
を新たに開発した。両者を組み合わせることにより、視野内の同定されたターゲットに照
射し、様々な時空間的パターン光刺激に対する各細胞のカルシウム応答を計測するオール
光システムを構築した(図 1)。本システムにより、覚醒下のマウス大脳皮質 5層に対し 1点
刺激と同時または時間差ありの 2点刺激を行い、応答を記録した。 
 
結果 
単一ターゲット光刺激を行った結果、刺激と
同期して活動した細胞が確認され、可視化した
脳領域内の各地点の細胞の光刺激への応答を
平均化すると、照射部位とその周辺のみにおい
て活動が上昇したことが分かった(図 2)。また、
複数のターゲットを同時刺激すると、単一刺激
に比べ照射範囲周辺での応答が小さくなった
(図 3)。このような相反抑制 (reciprocal 
図 1 オール光システム 
図 2 各ターゲットへの刺激に対する応答 
inhibition)は照射する 2点の距離が 150µmの条件と 300µmの条件において認められた。相
反抑制は、光刺激の時間差に依存し、あるターゲットへの入力が他のターゲットへの入力
に対し 0~4 ms先行する場合と 0~2 ms遅れる場合において有意な抑制をしていることが確
認され、0~2 msの先行入力において、最大の抑制効果が得られた(図 4)。 
 
考察 
本研究は、マウス大脳皮質深層において生体内でのパターン刺激を行い、その応答を多
次元的に計測することに、世界に先駆けて成功したものである。実験結果から、5層におい
ては興奮の伝搬範囲が局所に制限され、またより広範囲に介在ニューロンを介した相互抑
制が存在することが示された。このような相反抑制が 5 層ニューロン間に形成され、背景
に対しコントラスト増強された出力信号を形作っていると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 同時刺激による応答の抑制 図 4  各時間差での 2点刺激時の照射範囲周辺の応答 
論文審査結果の要旨 
 哺乳類の大脳皮質は層構造をなしており、各層のニューロンが固有の様式で他の層や
領域のニューロンと結合したネットワークを構築し、情報の発散と収束が⾏われている。
特に 5 層は他の皮質領域や視床など他の脳領域への出力層として機能している。一方、大
脳皮質視覚野などにおいては、類似の情報を担うニューロンが垂直方向に分布するカラム
様機能構築があることが知られている。しかし、カラム様機能構築の形成されるメカニズ
ムは、ほとんど解明されていない。 
論文提出者は、生体内の大脳皮質において起こる感覚入力統合に関わるメゾスコピック
回路の特性をインプット―アウトプット関係から解明することを目的として、無麻酔イ
ン・ビボ大脳皮質の任意の部位を刺激しつつ層横断的にニューロン応答を計測するオール
光システムを開発した。すなわち、野⽣型マウス(C57BL/6)の第 1次体性感覚野に AAVを⽤
いてチャネルロドプシン(C1V1)とカルシウムセンサー(R-CaMP2)を発現させ、皮質に挿⼊さ
れたマイクロプリズムを介して、覚醒下に 5層の 2光子励起顕微鏡イメージングを行った。
また、青色 LED光を視野に結像する対物レンズ照射システムを新たに開発した。両者を組
み合わせることにより、視野内の同定されたターゲットに照射し、様々な時空間的パター
ン光刺激に対する各細胞のカルシウム応答を計測した。単⼀ターゲット光刺激に連関した
活動の上昇は、照射部位とその近傍の細胞にのみ確認された。また、複数のターゲットを
同時刺激すると、相反抑制(reciprocal inhibition)が認められた。相反抑制は、光刺激の時間差
に依存し、0〜2 msの先行入力において、最⼤の抑制効果が得られた。すなわち、本研究は、
マウス大脳皮質深層において生体内での時空間パターン刺激を与え、その応答を多次元的
に計測することに、世界に先駆けて成功したものである。その結果、5層の⼀部への入力に
より、抑制性介在ニューロンを介した相反抑制が 5 層ニューロン間に形成され、カラム様
の機能構築が創発することが示唆された。その結果、背景ノイズを抑制し、コントラスト
増強された信号が出力されると考えられる。 
論文提出者は、本研究において、研究の着想、システムの構築、実験、解析、論文
作成に至るまで、ほぼすべてのプロセスを単独かつ主体的に行った。すなわち、自立
して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。した
がって，小泉協提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
 
